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論文内容要旨
研究目的
 近年数多くのinvitro実験によりnicotinamideadeninedinucleotide(NAD)の代謝産物で
 あるcyclicADP-r重bose(cADPR)が,生理的温度(36℃)において心筋筋小胞体リアノジン
 レセプターの内因性調節因子である可能性が示唆されている。しかしcADPRが生体内の心筋細
 胞カルシウムサイクリングにおいて実質的に作用していることを証明した報告はない。本研究の
 目的はcADPRの合成酵素であるCD38のノックアウトマウスの心筋を解析することにより,
 CD38-cADPRシグナル伝達系が生体内の心筋細胞カルシウムサイクリングにおいてどのような
 役割を果たしているか検討することである。
研究方法
 野生型マウス(wild-type)群とCD38ノックアウトマウス(CD38KO)群において体重,心
 重量,心拍数,tai1-cuffmethodによる収縮期血圧,心エコーによる左室機能,心カテーテル
 による左室内圧等の諸指標の測定を行うとともに組織学的検討を行った。次いで右室乳頭筋を用
 いてカルシウムトランジェントと発生張力について生理学的温度(35.6。C)とcADPRの作用が
 不活化すると報告されている室温(27.20C)において検討した。さらに両群におけるカルシウム
 サイクリング関連蛋白のmRNA発現について半定量的RT-PCR法を用いて検討した。
研究結果
 CD38KO群においてradioimmunoassay法により計測した心筋のcADPR含量はwild-type
 群に比べ85%低下していた。心拍数,収縮期血圧,心エコー,心カテーテル等による種々の血
 行動態指標において両群間に差は認められなかったが,CD38KO群において心重量,左室重量,
 左室重量・体重比,心筋細胞の幅がwild-type群に比し有意に増加しており,心肥大がおきてい
 ることが示された。さらに両群間に生理的温度でのカルシウムトランジェント,発生張力の諸指
 標に差は認められなかったが,室温ではCD38KO群でwild-type群に比し,カルシウムトラン
 ジェントにおいて有意に細胞内カルシウム濃度のピーク値が高く,細胞内カルシウム濃度低下の
 時定数が短縮していた。またCD38KO群において弛緩性の指標であるdF/dt。i。もwild-type群
 に比し有意に減少しており,収縮性の指標であるdF/dt。、、は増加している傾向にあった。半定
 量的RT-PCR法ではCD38KO群においてwild-type群に比べ,リアノジンレセプター,筋小
 胞体カルシウムATPasetype2,ホスホランバンといったカルシウムサイクリング関連蛋白が
 mRNAレベルで有意に発現が増加していた。
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結論
 生体内心筋においてCD38-cADPRシグナル伝達系の欠損はカルシウム関連蛋白の発現増加と
 心肥大を引き起こした。これらはCD38ノックアウトマウス心筋におけるカルシウムavailabi1-
 ity低下に対する代償機転と考えられ,CD38-cADPRシグナル伝達系が生体内の心筋細胞カル
 シウムサイクリングの保持において恒常的に作用している事が示唆された。
 研究の意義
 本研究は生体内心筋カルシウムサイクリングにおいてCD38-cADPRシグナル伝達系が重要な
 働きを有しており,その欠損はカルシウムサイクリング関連蛋白の発現の増加と心脂太を引き起
 こし代償されることを示した初めての研究である。
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 審査結果の要旨
 近年数多くのinvitro実験によりnicotinamideadeninedinucleotideの代謝産物であるcy.
 clicADP-ribose(cADPR)が,生理的温度(36℃)において心筋筋小胞体リアノジンレセプター
 の内因性調節因子である可能性が示唆されている。しかしcADPRが生体内の心筋細胞カルシウ
 ムサイクリングにおいて実質的に作用していることを証明した報告はない。本研究ではcADPR
 の合成酵素であるCD38のノックアウトマウスの心筋を解析することにより,CD38-cADPRシ
 グナル伝達系が生体内の心筋細胞カルシウムサイクリングにおいてどのような役割を果たしてい
 るか検討している。従来のcADPRの研究とは異なり,遺伝子操作動物を用いているところが全
 く新しい。この結果,CD38ノックアウトマウス(CD38KO)群においてradioimmunoassay
 法により測定した心筋のcADPR含量はwild-type群に比べ85%低下していた。一方,心拍数,
 収縮期血圧,さらには心エコー及び心臓カテーテルによって得られた血行動態諸指標において両
 群間に差は認められなかったが,CD38KO群において心重量,左室重量,左室重量・体重比,
 心筋細胞の幅がwild-type群に比し有意に増加していた。さらに両群聞に生理的温度でのカルシ
 ウムトランジェント,発生張力の諸指標に差は認められなかったが,室温(27℃)ではCD38
 KO群でwild-type群に比し,有意に細胞内カルシウム濃度のピーク値が高く,細胞内カルシウ
 ム濃度低下の時定数が短縮していた。またCD38KO群において弛緩性の指標である一dF/dt,.、,、
 がwild一しype群に比し有意に減少しており,収縮性の指標である+dF/dt・,、、、は増加している傾向
 にあった。これらの結果はcADPRの低下のみでは説明がつかないことから,著者はさらに筋小
 胞体カルシウムサイクリング関連タンパクの遺伝子発現につき詳細に検討している。半定量的
 RT-PCR法ではCD38KO群においてwild-type群に比べ,リァノジンレセプター,筋小胞体カ
 ルシウムATPasetype2,ホスホランバンといったカルシウムサイクリング関連蛋白がmRNA
 レベルで有意に発現が増加していた。以上の結果より生体内心筋におけるCD38-cADPRシグナ
 ル伝達系の欠損によりカルシウム関連蛋白の発現増加と心肥大が引き起こされることが初めて明
 らかとなった。本申請者はこれらをCD38ノックアウトマウスの心筋におけるカルシウムavai1-
 ability低下に対する代償機転と考え,CD38-cADPRシグナル伝達系が生体内の心筋細胞カル
 シウムサイクリングの保持において恒常的に作用していると結論している。本研究は生体内心筋
 カルシウムサイクリングにおいてCD38-cADPRシグナル伝達系が重要な働きを有していること
 を示した初めての研究であり,学位論文に充分に値するものと考える。
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